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緒言
筋 肉色 素であ るミオ グロビンは代表的 なヘムタ ンパ ク質 であ り、牛肉な どの畜 肉や赤 身魚 に
多 く含 まれて いる。 ミオ グロビンは分子量約1万7000千で1本のポ リペブチ ドか らな ってお り、1
分子あた り1個 の プロ トヘム を含 む。タ ンパ ク質部分で あるグロ ビンは大 き く折 れ曲 って全体 と
してほぼ球状の形 をとって いる。その内部の くぼみ に鉄原子 を含 んだ比較的 小さ いプロ トヘ ムが
はまり込んで いる。ヘムは4個 ピロール環が'LCH着"の架橋 で環状 に結 ばれ た共 役二重結合で成 り
立つ分子の 中心部 に鉄 イオ ン(Fe2+,Fe3+など)の 入った錯体 であ る。ヘムは周辺 に付 いて いるビ
ニル基や プロピオ ン酸基 を除 いては ほぼ平面形 をとって いる。
このよ うに ミオグ ロビン分子で はヘムがグ ロビンの空孔 の中 にはめ込 まれて いるが 、グロ ビ
ンとヘム は数十か所でvanderWaals力や静電 的な力で結ばれてお り、特 に重要 な結 び付きはグ
ロビンの鎖 のN末 端か ら60番目付 近の ヒスチ ジン側鎖 のイ ミダゾール環 との結合 である。
食品に多 く含 まれるヘムタ ンパ ク質 としては、 ミオ グロビンの他、ヘモ グロ ビンがあるが、
生体内ではヘモグ ロビン(Hb)は 酸素 を運ぶ機 能 を持 ち、 ミオ グロビン(Mb)は 酸 素 を貯蔵、
補給する機能持 って いる。
加熱食肉の香気は、種 々香気 の前駆物 質か ら、加熱 によ って起 こる色々な反応 によって生成
する,風 味 に関連す る主な前駆成分 は、ア ミノ酸や ペプチ ド、還元糖類で あるが 、そ れ と共 に最
近の研究で は、食 肉の種類 によ る風 味の相違 は、加熱 によって脂肪か ら生成す る低分子成分の影
響に注 目して いる・ ミオ グロビンはヘム鉄 を含む ことか ら・脂質 の過酸化 厚応 を促進す うことが
知 られてお り、畜肉の香気 に影響 して いると考 え られ る。
研 究 の 目 的
最近 、冷凍食 品の普及 に伴 い、加工時 に加熱 し、冷凍保存後 、さ らに再加 熱 してか ら利用す
る食品が多 くなってきた。 このよ うな履歴 の食品で は,WarrnedOverfla、・Our"と呼ばれ る独特な
異臭 を生ず ることが知 られて いる。そ こで本研究 では、加熱、あるいは、加熱後 一度冷 凍 し、さ
らに再加熱 した食 肉中のミオ グロビンが脂 質過酸化 にどのよ うな影 響 を与え るか を研究 の 目的 と
した。
まず初 めにウマ心筋 ミオグロビンをモデル と した実験 を行 い、次 に実際 にミオ グロビンを多
く含む、牛肉について実験 を行 った。
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第1章
加熱ミオグロビンの脂質過酸化活性
目的
ミオグロビンの加熱変性が脂質過酸化反応の第一期に当たるヒドロペルキシドの生成にど
のような影響を与えるかを見ることであり、ウマ心筋ミオグロビン溶液を種々の条件で加熱し、
リノール酸とインキュベートした時の酸化の進行を比較した。
リノール酸の酸化で生成するヒドロペルオキシドの異性体組成についても調べた。
実験 方 法
ミオグロ ビンの加熱変性
ウマ心筋 ミオグ ロビン(シグマ)はpH7.0の0.2Mリン酸緩衝液 に0.24mMの溶液 と し、種 々
の温度で時間 を変えて加 熱 した。 また 、調理済 み冷凍食品の モデル として加熱 した ミオ グ ロビン
溶液 を冷凍庫 中一30℃で1日保存後 、同 じ条件で再加熱 した試料 も調製 した。
共役 ジエ ン吸収(234nm)の変化
加熱 ミオ グロビンの リノール酸 に対す る過酸化活性 は、 ヒ ドロペルオキ シ ドに存在す る共役
ジエ ンに基づ く234nrnの吸収で測定 した。す なわ ち0.4mMリノール酸 を0.2μMミオ グロ ビンと
20℃でイ ンキュベー トし,10分間の吸光度 変化 を測定 した。 また、 ミオグ ロビンを活性化す るた
め、9.7または19.4μM過酸 化水素 を加 えた。
ヒ ドロペルオキシ ド組成 の分析
脂質 ヒ ドロペルオキ シ ドの組成 は、分解 してで きるアルデ ヒ ドな どの フレーバー成分 の組成
に関係 して いるので重要で ある。4.OrnMリノー ル酸 と加熱処理 した2.0μMミオ グ ロビ ンを191!ノ
M過 酸化水素の存在下 、20℃で20分イ ンキュベー トと した。混合 物 にEDエへを加 えて反応 を止
め、NaBH4で還元後 エチルエー テル で抽 出 して ヒ ドロキシ酸 を調製 した。 ヒ ドロキ シ酸 はケイ酸
カ ラムで精製 した後、HPLC(カ ラムShoclexSIL-5B;溶出剤 はヘキサ ン/イソプ ロ ビルアル
コール(99.5/0.5);流速1m1/min;35℃;234nmで検 出)で 異性体組成 を分析 した。
この他低温長時間保存す る実験 も行 った。す なわ ち、30mMリノール酸 と0.24rnM加熱 ミオ
グロビ ンを5℃で3、6、12、24時 間 を保 存 し、前 と同様 に処理 して ヒ ドロキ シ酸 として}IPLC
分 析 した。 さ らに分離 をよ くす るた め溶 出剤 はヘキサ ン/イソプロ ピル アル コール/酢酸(97.5
/2.5/0.2)を使用 した。
化学発光
加熱 した ミオグ ロビンと リノール酸 をそれぞれ最終濃度O.14mMおよび1.43mMになるよ う
に混合 し、40℃にお いて15秒後か らIO分間化学発光量 を微 弱発光 測定装置(東 北電子産 業)で 測
定 した。 リノール酸 と して は未酸化 リノール酸(過 酸化 物価PV=0)とわずか に酸化 が進 行 した リ
ノー ル酸(PV;20)の2種を使崩 した、
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結 果 お よび 考 察
共役 ジエ ンの生成か ら見た脂質過酸化活性 は過酸化水素 を加えな い と・非常 に弱か ったが、存
在下で は74℃加熱で最 も高かった(Fig1.1)。ミオ グ ロビンは2度 加熱 して も全体 として活性 は上
が らなかった(Fig1.2)。特 に、100℃加熱で は未 加熱よ りも低 下 し、高温 で加熱す る と過酸化
活性 が低下 す ることが分 かった。過酸化水素の影響 をよ りはっき り示すた め、過酸 化水 素存在下
での吸光度か ら、過酸化水 素未添加な場合の吸光度 を引いたグラフをFigL3に示 した。吸光度の
差は どの試料で もほぼ一定 にな り、 この結果か ら、過 酸化水 素は過酸化活性 の最初の段 階 に作用
す る と考 え られた。
次 にミオグロビンの触 媒作用で生 じた リノール酸 ヒ ドロペルオキシ ドの異性体組 成 をHPLC
で分析 した。Fig1.4では1回 加 熱 ミオ グロビンに よる リノール酸 ヒ ドロペルオキ シ ドの異 性体 の
構成 を示 して いる。黒 いカ ラムは 自動酸化(ミ オ グロ ビン無添加)の 場合で あ り、9一お よび13
一ヒ ドロペル オキシ ドは当量ず つ生成す る、 ミオグ ロビンの処理条件 によ り、多少組 成 は異 なった
が、有意 な差はなかった。一方 、2回加熱 した場合 にはFig1.5示した ように、!00℃加熱 で9一ヒ ド
ロペルオキ シ ドの比率が低下 した、 これ は、著 しいタ ンパ ク質 の変性 によ り、ヘムへの基質で あ
るリノール酸のカルボキ シル基の接近 しやすさ に差が 出たもの と推定 された。 イ ンキ ュベー ト温
度 を5℃にした場合の ミオ グロビン酸化 による リノール酸 ヒ ドロペルオキ シ ド量は12時間後最 大'
にな りこの時間 を超 える と逆 に低下 した(Fig1.6)。5℃でイ ンキ ュベー トした場合 の ヒ ドロペルオ
キ シ ドの組成 につ いて調 べる と13一ヒ ドロペル オキシ ドの比率 が高 くな った(Fig1.7)。
リノール酸(Pv=o)と加 熱 ミオグロ ビンをイ ンキュベー トした時 の化学発光量 をFig1.8に示
した.ミ オ グロビンの加 熱温 度の上昇 と共 に化学発光 量で見 た反応 の速度 は大 き くなった。特
に、/00℃加 熱で初期 の発光量 が非常 に大 きくな った。加熱処理 を反復 した場合 には、未加 熱試
料で最 も発光量が強 く、冷凍 を繰 り返す と加熱 を しな くともミオグ ロビンの変 性が進んで、脂質
過酸化活性が高 くな るもの と思われた。PV=20と少 し酸化の進んだ リノール酸 の場合 は未酸化 の
リノー ル酸 と比較す るとFig1.9に示す ように、発光量が極大 に達す るまでの時間が短 くなった
が 、ミオグロ ビン処理温度の影響は同 じだった。 初期発光量の増加 は、 ヒ ドロペルオキ シ ドが既
に リノール酸 に含 まれて いたため と考 え られ る、
第1章 の総 括
ミオグロ ビンの リノール酸過酸化 活性 を共役 ジエ ン吸収か ら判 断す る と、加熱温度が上昇す
る程 高 くなったが、74℃を超 える と逆 に低下 した,
加熱変性 による リノール酸 ヒ ドロペルオキシ ド組成への影 響は著 しく変性 が進んだ場合 に観
察 された。
リノール酸 と加熱 ミオグロビンのよる化学発光 は、酸化 が進行 した リノー ル酸 との反応で著
しく、'また、 ミオグロビンの加熱温度が高 くなるほ ど、初期に強 く発光 した,
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第2章
加熱ミオグロビンの過酸化脂質分解活性
目的
ミオグロビンはすでに述べたように脂質過酸化を促進するが、一方脂質ヒドロペルオキシド
を分解する活性も有している(LOOH→LO・+・OH)。この反応によって生成するカルボニル化
合物、特に短鎖アルデヒドは酸化臭気成分であり、食品の酸敗臭に与える影響は大きい。また、
ミオグロビンによって脂質が過酸化反応が進行する際にはフリーラジカルが生成するが、ヘム脂
質によりヒドロペルオキシドが分解される時にもヘム自身が励起されると同時に多くのラジカル
「が生成する
。これらの短寿命ラジカルは化学発光を示すことから本章においては加熱ミオグロビ
ンと過酸化リノール酸をインキュベートした時の化学発光とヒドロペルオキシドとその二次分解
物の両方の指標であるチオバルビツール酸(TBA)値を測定した。
実験方法
TBA値
ミオグロ ビン溶液 を64～100℃の範囲で、10または30分加熱 した。そ の他、調理済 み冷凍
食品 のモデ ル として 、一度加 熱 した ミオ グロ ビン溶液 を一30℃ で24時間冷凍保存 してか ら、同 じ
方法で もう一度加熱す る実験 も行 った。 各条 件で加熱 した ミオグ ロビンと リノール酸 を5℃ で48
時間保存 した。過酸化水素 によ るミオ グロ ビンの活性化 も試 みた。イ ンキ ュベー ト後ED'Eへを加
えて反応 を止 め、脂質過酸化 を大川 法 を利 用 してTBA値 を測定 した。
ヒ ドロペルオ キシ ド量 の変化
ミオ グロビンの加 熱が脂質 ヒ ドロペルオキ シ ドの分解 に与 える影 響 を調べた。光増感酸化 に
よって調製 した過酸化 リノ「ル酸(PV=4900)を加熱処理 した ミオ グロ ビンとイ ンキ ュベー ト
し、残 っている ヒ ドロペルオキ シ ドを赤 坂 らのDPPP(DipheDy1-1-pyrenylphOsphiDe)法で測定
した。
化学発光
加熱 した ミオグ ロビンと酸化 リノー ル酸(PV=4900)をイ ンキュベー トし、第1章 と同 じ方 法
で化 学発光 量を測定 した。
実験 結 果 お よ び考 察
TBA値か ら見た1回 加熱 した ミオ グロビンの脂質過酸化活性 をFig2.1に示 した、 この条件
で は未加熱 のミオグロビ ンに比較 して加熱 ミオグロ ビンは加 熱温 度の上昇 と共 に脂質過酸化 活性
が強 くな り、74℃で最大 でそれ以上 の温度 で は活性 は低下 した 。調理 加工食品のモデルで ある2
回加熱 したミオグロビンの活性 は著 しく高 くな った(Fig2.2)。また、過酸化水 素の添加 によ り、
加熱 ミオグロ ビンでは活性 は高 くな ったが 、未加熱 ミオグロ ビンでは変化 しなかった(Fig2.3).
次 に加 熱 ミオグロ ビンの脂 質 ヒ ドロペル オキシ ド分解活性 を測定 した。過酸化 リノー ル酸
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(PV=4900)とミオグロビンをイ ンキュベー ト後 、残 って いる ヒ ドロペル オキシ ドをDPPP法で測
定 した。 ヒ ドロペルオキ シ ド分解 活性 に対す る加熱 の影響 は74℃ではほ とん ど見 られず 、!00℃
加熱で は弱 くなった(Fig2.4)。これは100℃で加 熱 ミオグ ロピンのヘム付近 の構造が 大 き く変化
し、 リノール酸 ヒ ドロペル オキシ ドと反応性 し難 くなたため と考 え られ た。
過酸化 リノール酸 とミオグロビンを混合 した時 の15秒か ら10分間 の化 学発光 をFig2,5に示
した。 この図に示すよ うに、発光量 は測定 開始時 に最大値 を示 し、その後 減少 した。反応 初期の
発光量 は第1章の未加熱 リノール酸 との反応 よ りは著 しく多 く、 ヒ ドロペルオ キシ ドの分解が発光
の主因で あるこ とを裏付けた。100℃処理 ミオグ ロビンで発光量は最低 にな った。 これ は100℃の
場合 に全発 光量が低下 したためで はな く、 ヒ ドロペルオキ シ ドの分解が最 も速 く進行 したた め
に、測定開始す る前 に発光 が極大 し、測定 した15秒以降の発光 量が低かった もの と思わ れる。 こ
の ようにミオ グロ ビンの加 熱温 度の影響は、DPPP法で測 定 した ヒ ドロペルオキ シ ド分解活性 と
化学発光量で は一致 しなか った。 この原因 と して は高 い温度で加熱 した ミオ グロビンは ヒ ドロペ
ル オキシ ドとの反応 よ り、化学発光す る励起物 をよ り多 く生成す る ことが示唆 され た。
第2章 の総 括
ミオグ ロビンの リノール酸過過酸化 活性 をTBA値か ら判 断す る と、加熱温度が 上昇す る程高
くなったが、74℃を超える と逆 に低下 した。
ミオグ ロビンの加熱 は74℃までは ヒ ドロペルオキ シ ド分解 活性にほ とん ど影響 しなか った
が、高温 では逆 に低下 した。
過酸化 リノール酸 と加熱 ミオグロ ビンのよる化 学発 光 は、酸化 が進行 した リノー ル酸 との反
応 で著 しく、 また、 ミオグ ロビンの加 熱温度 が高 くな る程、初期 に強 く発光 した。
第3章
加熱 に伴な うミオグロビンの構造の変化
目的
今までの章では温度を変えて加熱すると、ミオグロビンの脂質過酸化活性やヒドロペルオキ
シド分解活性が変化することを述べた。第3章ではその原因を考察するため、ミオグロビンの加熱
による構造の変化をいくつかの方法で解析した。
実験方法
加熱 ミオグ ロ ビンの可視部吸収スペク トル
加熱変性 ミオグロビンの物理的変化 を可視 部吸収スペ ク トル の分光分析 によ り調べた。種 々
の温度 で30分加熱 した ミオグ ロビン(24μM、PH7.0のリン酸緩衝液)の350から750nrnまでの吸
収 スペ ク トル をJASCOUBest[JASCO,東京〕で測定 した。特 にヘムタンパ ク質 に特有 なSOret帯
(390-430nm)に注 目した。
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加熱 ミオグ ロ ビンの 円二色性(Circuiardichroism,CD)スペク トル
加熱 ミオ グ白 ビン(24μM、pH7,0のリン酸緩衝液)の高次 構造 の変化 を解析す るためSoret'
帯(390-430nrn)のCDスペク トル をJASCOJ-720[JASCO,東京]で測定 した。
ミオ グ ロ ビンの疎 水性
加熱 によ るミオグロビン分子表面 の疎 水性 の変化 を測定 した。0.24μM加熱 ミオ グロ ビン
に溶液 に発光 ラベル化剤 として0.08μMA〕NS(8-anilinO-1-naphthaleicacid)を加 え1日寺間、20℃
でイ ンキュベー トした。本蛍光剤 は疎水分部位 のみ をラベルす る ことか ら蛍光分光光 度計
[JASCO,東京〕で蛍光度[励起波長390mn、蛍光 波長470nrn]を測 定 し、タンパ ク質分子表面 の疎
水性 を測定 した。
加熱 によるミオグ ロ ビンか らの鉄 の解離
加熱 ミオグ ロビンは、変性 と共 に鉄 が はずれ る ことも考 え られ るので 、加熱 した ミオ グロ ビ
ンを透析 し、内液(タ ンパ ク質)お よび外液(遊 離鉄)の 脂質過 酸化活性 を比較 した。 すなわ
ち、透析後 内液 と外液 を一定の液量 まで濃縮 し、 同 じ量 を リノール酸 と5℃で48時間イ ンキュ
ベー ト後 、TBA値を測定 した。
核磁気 共鳴 吸収(NMR)分析.
加熱 ミオ グロ ビンのH-NMRの測定 に当た って は、脂質 過酸化 活性 と密接な関係が あるヘ ム
とグロビン相互作用 に基づ く20～40ppm(シア ン型 ミオグロ ビン)、お よび20～100ppm(無シア
ン型)のシグナル に注 目 して実験 を行 った。
す なわ ち、未加 熱のミオ グ ロビンを対 照 と し、もっ とも脂 質過酸化活 性の強 かった74℃加
熱、 さらには90℃お よび100℃で加熱 した試料 につ いて測定 した。 ミオグ ロビンは0.24mMの濃
度でD20中で加熱 し、NMR測定 時はユ.1mMまで濃 縮 した。 ミオグ ロビンの測定 に当た っては、
ス ピンを抑制 し、解像 力 をよ くす るため にCN型 に したサ ンプル につ いて も測定 した。装 置 は
JEOLJNM-GX400を使用 、20000回掃 引を行 った。
結 果 お よ び 考察
ミオグ ロビンを加熱 した時 のSOret帯の吸収 は74℃までは変化 が見 られず、一方100℃で加
熱 した場合 は著 しく低下 した(Fig3.!)。同様 に390-430nrnのSoret帯のCDス ペ ク トル は74℃ま
では変化が なか ったが、100℃で吸収 がほ とん ど消失 した(Fig3.2)。
加熱 によるミオグ ロビンの疎 水性は74℃まで はわず か に弱 くな る程度で ほとん ど変化 しな
かったが、それ 以上の加熱温度 では温度上昇 に したが って大 き くな った(Fig3.3)。これ は、高温
加熱 によ りタンパ ク質の変性が進む と、 もとも とグ ロビン分子 の内側 にあった疎水部分 を外側 に
した新 しい立体配 置 を取 るため と推定された。 このよ うな分子 で は、イ ンキュベー トした リノー
ル酸 のTBA値の上昇が抑 え られるが これはヘムが タ ンパ ク質分 子 の内部 に取 り込 まれ、脂 質 と反
応 できないため と考 え られ た。加熱 ミオ グロ ビンを透析 した外 液 と内液 の脂 質過酸化活 性 をTBA
値 によって比較 す る と、加熱条件 に関係な く内液 が いつ も強 く、加熱 によって遊離 した鉄の脂 質
過酸化 への影響 は小 さい ことが分か った(Fig3.4)。
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Fig3.5にCN型ミオグロ ビンのH-NMRスペ ク トル を示 した。ヘム とグロビンの相互 作用 に
よる シグナル は15-30ppm付近 に観 察 される。 この領域 には、加熱 して いな いミオグロ ビンで は
"a"から"9"の吸収があ り
、すで にそ れぞ れのシグナルの帰属 が行わ れてい る。74℃で加 熱 した ミ
オ グロビンで もこの吸収は ほ とん ど変化がな く、ヘム付近 の構造 にはほ とん ど変化がな い もの と
思われた。 しか し、90℃以上 の温度 で加熱 した場合 にはこの領域 には吸収 が全 く見 られず 、 ミオ
グロビンのヘムの回 りの構造 が大 き く変 わった ことが分か った。
Fig3.6は次は シア ンを加えな いで測定 した加 熱変性 ミオグ ロビンの低磁場のスペ ク トル を
拡大 した ものである。 シアン型 と同 じよ うに74℃で はピー クはほ とん ど変 わ らなかったが90℃以
上では ピー クはな くな り、 ミオグ ロビンの構造 が高温 加熱で大き く変化 した ことを示 して いる。
前章 の結 果か らミオ グロ ビンは50℃以上 の加熱で脂質過酸化活性 が上昇 し、74℃で最 大 と
な り、そ れ以 上の温度加熱で は逆 に低 下 した。本章 での高温 加熱 した ミオグ ロビンでの大きな構
造 変化 、特 にヘム とグロビ ンの相互作 用 に由来す る吸収 の消失 を合わせて考 える と、高温 加熱す
るとヘムの回 りの構造が大 き く変化 す る際 ヘムが グロビン分子 の中に取 り囲 まれ、脂 肪酸 と反
応 し難 くなる こと推定 さた。 また、74℃では脂質過酸化活 性が高 くな ることか らヘム付近 の構造
に変化 がな くて も、タ ンパ ク質の変性 によ り脂質過酸化活性が変わ る ことが分 かった。
第3章 の総 括
ミオ グロビン溶液 の加 熱に よ り、 ミオ グロビンのヘ ム近 くの構造 は74℃を超え ると大 きく
変化す る ことが明 らか にな った。
高温で加熱 して もミオグ ロビ ンか ら遊離 した鉄 は、 タンパ ク結合型鉄 と比較 して脂質過酸化
には重要でなか った。
第4章
加熱牛肉中の脂質 ヒドロペルオキシ ドの変化
目的
今 まで の章で は、モデル と して ミオ グロビンの溶液 を加熱 したが 、本章 では実際 のミオ グロ
ビンを含有 した食 品 として牛赤 身肉を使用 し、加熱条件 の脂質過酸化活性 に対す る影響 を調べ
た。調理済 み冷凍食品のモデル として、一度加熱 した牛 肉を一30℃ で24時間冷凍保存 してか ら、
同 じ方法で もう一度加熱す る実験 も行 った。牛 肉は脂質 と して トリグ リセ リ ド以外 に少量 の リン
脂質 を含 んでいる。 リン脂質 は抗酸化的 に作用す る場合が あるが、一方ポ リエ ン酸が多 いため酸
化 しやす い性質 もある。本実験では赤身 肉の酸化 において、 どち らの脂質が先 に酸化す るか を明
らかたす るため、赤坂 らのDPPPポス トカ ラム ラベル を用 いたHPLCによって、 ヒ ドロペルオキ シ
ドを トリグ リセ リ ドとリン脂質 に分 けて定量 した。
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実 験 方法
試 料牛肉の加熱お よび性状
牛 肉20gをプラスチ ックの袋 に入れ74℃または100℃で30分加 熱 した。一部 は加熱後一30℃
で24時間冷凍後 、1回 目と同 じ条件 で再加熱 した。脂 質はBligh-Dyer法によ りクロロホム:メ タ
ノール混液で抽 出 した。
脂質組成分析
総脂質 を使用 して、 トリグ リセ リ ドとリン脂質の比率 を見 た。 メタ ノール:ク ロ ロホルム(
2:1)で抽 出 した脂質試料 をシ リカゲルで被覆 したガ ラス棒(Chrornarod皿)にのせ 、ヘキサ ン:
エーテル:ギ 酸(80:20:1)で展 開 した後 にイ ア トロスキャ ンTH-10(lartoscanLab.)で定量分 析
した。次 に リン脂 質組成 を調べた。 リン脂質画分 は薄層 クロマ トグラフィー で メタ ノール:エ ー
テル(1:1)で展 開後 、 リン脂質 のスポ ッ トをか き取 って 、ク ロロホム:メ タ ノール(1:1)で抽出 し
た。 リン脂質 はChromarod皿に注 射 し、ク ロロホム:メ タノール:ギ 酸:水(25:15:4:2)で展
開後,イ ア トロスキ ャン分析 を行 った。
HPLC一蛍光法 による ヒ ドロペルオ キシ ドのクラス別 定量
赤坂 ら、によって 開発 されたDPPP蛍光 ラベル による ヒ ドロペルオキ シ ドの脂 質 クラス別定量
法を使用 した。標品で作製 した穣量線 か らヒ ドロペルオキ シ ドの定量 を行 った。
実験 結 果 お よ び 考 察
本実験 に使用 した牛 肉の脂質含量 は493rng/ユOOgと少なか った。そ のため総脂質の80%は
.リン脂質で、 トリグ リセ リ ドは20%に過 ぎなかった。 また 、 リン脂質の70%はホス ファチ ジル コ
リンで、次 いでホス フ ァチ ジルエ タ ノール アミ ンが多 かった(Fig4.1)。脂質組成 は加熱後 に も測
定 したが、有意な変化 は認 めちれ なか った。
加熱後 の牛 肉中の脂質 ヒ ドロペルオキ シ ドを蛍光一HPLCで定量 した結果 をFig4.2に示 し
た。ヒ ドロペルオキ シ ド量 は加熱 しな い脂質1kg当た り約58.2μMと最 も高 く、その うち リン脂
質 ヒ ドロペルオキ シ ドが約80%と大部分 を占めた。 この ヒ ドロペルオキ シ ドは牛肉が低温で流通
して いる間 に生成 した もので ある。加熱温度が 高 くなる とヒ ドロペル オキシ ド総量は少な くな
り、特 にリン脂質 ヒ ドロペルオキ シ ドが選択 的 に減少 したので トリグ リセ リ ドヒ ドロペルオキシ
ドの割合 が高 くなった。高温加熱 した 肉で ヒ ドロペルオキシ ドが低下 したのは熱 による分解 と思
われる、冷凍 を挟んで2度加熱 した試料で は、逆 に加熱温度 が高 くなる とヒ ドロペルオキシ ドが増
えた。増 えた ヒ ドロペルオキ シ ドは トリグ リセ リ ドによる ものだ った。再加熱 肉で トリグ リセ リ
ドのヒ ドロペルオ キシ ドが増 えたのは、未加 熱肉で は蓄積 脂肪 として筋肉タ ンパ ク質 と分離 して
存在 した トリグ リセ リ ドが溶 け出 して ミオグ ロビン と反応 しやす くな り、 さ らには加熱 によ りミ
オグロ ビンの脂質過 酸化活性が高 くなったのが理 由 と推測 された。 また トリグ リセ リ ドヒ ドロペ
ルオ キシ ドは リン脂 質 ヒ ドロペルオキ シ ドよ り熱安定性が優れて いる と思 われた。
第4章 の 総 括
未加熱肉ではリン脂質 ヒドロペルオキシドが、また再加熱 した肉では トリグリセ リドのヒドロペルオ
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キ シ ドが多 く存在 した、
総括
ミオ グロ ビンの リノール酸過過酸化活性 は加熱温度 と共 に上昇 し、74℃付近 の加熱で最大
にな り、それ よ り高 い温 度では逆 に低 下 した。
ミオ グロ ビンの リノール酸 ヒ ドロペルオキシ ド分解活性 も74℃付 近で最大 とな り、その後
や 々低下 した。
ミオグロ ビンの再加熱 による著 しい加熱変性は ヒ ドロペ ロキ シ ドの組成 に影響 し、 フレー
バー に関係 して いる事が推定 された。
ミオグ ロビン溶液 を加熱す る と、ヘム近 くの構造 は74℃を超 える と大 き く変化 した。
ミオグ ロビンの加熱 によ り遊離す る鉄 はタンパ ク質結合型鉄 よ りも脂質過酸化 に与 える影 響
は小 さか った。
未加熱肉で は リン脂 質 ヒ ドロペル オキシ ドが 、また再加熱 肉では トリグ リセ リ ドの ヒ ドロペ
ル オキシ ドが多 く存在 した。
一767一
z.o
1.6
1.2
o.s
0.4
without
ノ
H202
??
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
』
」?
?
』
?
2.0
t.s
1.2
o.a
2.0
i.s
1.2
o.s
0.4
withoutHzO2
o.a
?ー
?
?
?
9.4μMH202
/b←C＼ a
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」?
??
?
2.0
i.s
1.2
0.8
0.4
9.4ｵMH202
/b一尊 一一一a
＼C
2.0
1.6
1.2
o.a
0.4
19.7μMH202
/b　 　
＼c
z.o
1.6
1.2
o.$
o.o 5.0 10.O
min
0.4
19.7μMH202
/b　 　
＼c
o.o 5.0 10,0
min
Fig1.1:Theabsorbanceforthereaction
betweenlinoleicacidandheat-denaturedmyoglobin
"a"unheated
,"b"at74ｰCand"c"at100ｰC
with/withoutH20Zincubatedat20ｰC
Fig1,2:Theabsorbanceforthereaction
betweenlinoleicacidandreheatedmyoglobin
"a"unheated
,"b"at74ｰCand"c"at100ｰC
with/withoutH202incubatedat20ｰC
z.o
1.6
1.2
o.s
0.4
9.4u.MH202
._.一.....♂
、認 」_己 一 ■ ■ 一 隔 ■ 曙'・ 一 畏 引L』;鑑 ▲;▲
?ー
?
?
?
?
?
19.7ｵMH20z
?
?
?
?
?
??
0.02.04.06.08.010.00.02.04.06 .08.O
min
Fig1.3:DifferencesbetweenabsorbancesmeasuredduringthereactionofH202activated
heat-denaturedmyoglobin
"a"unheated
,"b"74ｰCand"c"at100ｰCwiththoseforthereactionofunactivated
myoglobinwithlinoleicacid
10.O
min
一768一
%100・o
50.0
o.o
ioo.o
50.0
o.o
ioo.o
13-OOH-9Z,11E %100・0
50.0
難
13-OOH-9E,11E
50.0
0.O
o/ｮioo.o
50.0
o.o
%100・0
13-OON-9Z,11E
灘
50.0
?
??
?
?
???
13-OOH-9E,11E
i灘華
9-OOH-10E,12Z
0.0
鑛
9-OOH-10E,12E
50.0
o.o
iooO
9-OOH-10E,12Z
轟 ■.,
難藝
50.0
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
???
?
?
?
?
」?
?
?
Fig1.4:Hydroperoxidecompositionoflinoleieacid
incubatedwithheat-denaturedmyoglobinandH202
at20ｰCfor10min
o.o
9-OOH-10E,12E
・i=舞「=i:i=.ノ:.
?
?
?
?
?
?
」
??
?
?
?
??
?
?
?
?
?
F g1.5:Hydroperoxidecompositionoflinoleicacid
incubatedreheatedmyoglobinandH202at20ｰCfor
10min
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
???
〔??
3.0
1.5
o.o
?
?
?
?
%100・0
50.0
o.o
%100・0
13-OOH-9Z,11E
?
50.0
?」?
?
?
??
?
?
??
?
??
?
?
」?
?
?
Fig1.6:Absorbanceofthe
reaction.mixture.Myoglobinand
linoleicacidwereincubatedat
SｰCfordifferentperiodsof
time
o.o
%100・0
50.0
o.o
lE
9-OOH-10E,12Z
9-OOH-10E,12E
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
????
???
Fig1.7:Hydroperoxidecompositionof
linoleicacidincubatedwith
heat-denaturedmyoglobinatSｰC
for12hrs
一 .769一
10000
8000
6000
4000
2000
0
?
?
?
heatedonce
a
10000
8000
6000
4000
2000
0
15 100 200
/!
?
、
?
300400500
SeC
heatedtwice
15100200300400500
SeC
Fig1.8:Chemiluminescenceforthesystemofunoxidizedlinoleicacid(PV=O)withheat-
denaturedmyoglobin
"a"control,"b"unheatedmyoglobin,"c"heatedat74ｰCand"d"heatedat100ｰC
15000
10000
5000
〃 d_c
/b
heatedonce
a
0
15100200300400500
sec
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論 文 審 査 結 果 要 旨
加工 食 品 の普及 に伴 い,複 雑 な熱 履 歴 を持 つ食 品が増 え て きた。 こ う した食 品 で は,し ば しば
"Warmedover且avor,9と呼 ばれる異臭が観察 される。本異臭 は,肉 製品 に多 く筋肉 に含 まれるヘムタ ン
パ ク質が関与 していると考 えられている。 ミオグロビンのヘムはアポ タンパ ク質であ るグロビンのポケ ッ
ト状の くぼみに存在 してい るこ とか ら,タ ンパ ク質の変性が起 これば,ヘ ムが持 ってい る脂 質過酸化特
性 に も変化が起 こることが予想 され る。本研究で は,種 々の温度 で ミオグロビンを加熱 した ときの脂質
過酸化活性 を比較 し,食 品の熱処理がヘム タンパ ク質 を含む食品の酸化的劣化への影響 を解析 するこ と
を目的 と し,ウ マ心筋 ミオ グロビンお よび リノール酸 を基質 としたモ デル実験 によ り検討 した。最後 に
ミオグロ ビンを含 む牛肉 を加熱 した ときの,脂 質過酸化 を追跡 した。
第1章 では,ミ オグロビンの加熱温度が ヒ ドロペ ルオキ シ ド生成 に与 える影響 を検討 した。 ミオグロ
ビンの脂 質過酸化活性は少量の過酸化水素 によ り著 しく活性化 され,そ の活性は70℃付近で最大 になっ
たが,100℃で はその活性は低下 した。 また,冷 凍 を間 には さんで2回 加熱する とその活性 は一段 と高
くなることが わか った。 また,生 成する ヒ ドロペルオキシ ドの異性体組成 に も温度は影響 した。第2章
では,ミ オグロ ビンの脂 質 ヒ ドロペルオキシ ド分解作用 に与 える加熱処理の影響 を調べた。評価法 によ
り結果は異 なったが,こ の場合 にも大略70℃付近 で活性 にな り,さ らに高温 で加熱す ると活性 は低下 し
た。第3章 で は,加 熱 ミオグロビンの上記 の ような活性変化 の原 因 を明 らか にす るため,CDス ペ ク ト
ル,表 面疎水 性,NMRス ペク トルな どの方法 によ り加熱温度 によるヘ ムタンパ ク質の構 造変化 を解析
し,ヘ ム近傍 の構造が70℃付近 まではよ く保持 されたが,100℃の加熱では大 きな構造 変化が あること
を確 かめた。第4章 では,牛 肉を加熱 した際 の脂質 ζ ドロペルオキシ ド組成 を分析 し,低 温 では リン脂
質 ヒ ドロペ ルォキ シ ドが,ま た,加 熱 を繰 り返 した肉では トリグリセ リ ドヒ ドロペルオキ シ ドが主体で
あ り,加熱処理の方法 によってヒ ドロペルオキシ ドの組成 と含量が大 きく変動することを明 らか に した。
本研究 はヘム タンパ ク質の脂 質過酸化活性が熱処理 に依存す ることを明 らかに した もので,ヘ ムタン
パ ク質 を含 む食 品の加工,貯 蔵 のための有効 な基礎的知見 を与 える もので,著 者 に博士(農学)を授 与す
るに値 する と判断 した。
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